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Conclusion générale

Conclusion générale

L’efficacité des traitements chimiques a montrelgetges avec I'apparition de nouveaux
traitement suite aux problémes liées aux résitupesticides appliqués. Les recherches sur la
lutte biologique ont comme objectif principal leveéppement et I'amélioration de moyens
alternatifs de lutte afin de limiter I'utilisatiodes pesticides chimiques synthétiques et leurs
impacts négatifs sur I'environnement et la santgdigue.

En effet, les mycétes constituent les microorgaagsprivilégiés pour la lutte biologique,
cela grace a leurs caractéristiques biologiques pprmettent une multiplication et une
colonisation rapide des surfaces et la survie dong temps sous différentes conditions
environnementales.

Ce travail porte sur l'isolement, I'identificatiogt I'effet antagoniste desrichoderma
isolés a partir du sol. Les échantillonnes utilipésir cet objectif sont prélevés a partir de
différentes wilayas de I'Algérie a savoir, Mascafday Timouchent, Relizene, Sidi Bel Abbes,
Skikda, Guelma et Constantine.

L’étude des caractéres macroscopiques pourtanastouleur, 'aspect de colonie et le
revers des boites, et microscopiques dont la fodee thalles et des spores, des souches
fongiques isolées, a permis d'identifier 7791 ismlaépartis en 11 genres fongiques.

L’analyse des résultats obtenus montre effectivért@edominance de genssspergillus
avec une fréquence d’isolement de (27.24 %) digrsérois especes déférentes comme suite :
Aspergillus terrus(19.4%) ; Aspergillus niger %.08%) ; Aspergillus sp(2.96%). Le genre
Penicillium se situe en deuxiéme place avec un pourcentag&4dé5(%) suivi par le genre
Fusarium(12.1%)aussiune fréquence de (11.53 %) pour I'esp&tezomucor st (11.06%)
pour le genrdrichoderma Par contre, une faible fréquence d’isolementacénstatée pour les
autres genreBpicoccum(1.95%),Rhizopug1%), Mucor (0.39%) etCladosporium(0.03%).

Les observations ont montré que Tekchodermasp se développent facilement in vitro,
avec un rythme de croissance élevé. En effet, ailke tdes colonies dd@richodermasp est
relativement plus importante que celle du reste éspéces fongiques présentent dans les
échantillons. La différent des station est pgracsur la différence des espéces.

L’isolement desTrichoderma a été effectué a partir de 26 échantillons des sol
rhizosphériques. Un total de 151 souches appartenamgenrelrichodermaont été isolés a
partir de milieu de culture PDA. Il s’est avéréedas 151 isolats fongiques appartiennent a 37

groupes phénotypiques, différents, ddnviride et T. harzianunmsont le plus dominant avec une
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frequence de (20.52%) et (12.58%) respectivemdnArtroviride, T.virens (9.27%),
T.aggrissivum (7.94%), T.virideisenc (3.31%), T.citrina (2.65%), T.koningii, T.placentula,

T.crystalligena, T.subeffusa, T.luteocrystallindl lutea (1.32%),T.neorufoides et T.austriaca

(0.66%)) ; le reste du pourcentage fractionné sut8especes indéfinie.

Des observations microscopiques réalisées au nideala zone de contact entfe
harzianumet FOC, montrent une modification profonde au aivdu mycélium du pathogene se
marquant par une lyse importante, une transformadiocordons des filaments mycéliens et un

enroulement du mycélium dirichodermasur celui du FOC.

Les tests de confrontation directe réalisés iroyintre les isolats dirichodermasp, et le FOC
ont montré une action inhibitrice deichodermasur le FOC en culture mixte.

La zone d’inhibition la plus importante a été nptur la classe 1 comporte les souches
suivantes : Trichoderma polysporum , Trichoderma atroviride Trichoderma lutea,
Trichoderma austriaca avec la meilleure inhibition de la croissance d@CFavec un
pourcentage (100%).

La deuxieme classe comporte la souchechoderma subeffusaet Trichoderma
placentela Trichoderma luteocrystallinaTrichoderma virideet Trichoderma pseudokoningii,
Trichoderma koningii, Trichoderma virens, Trichode citring Trichoderma harzianupSp 1,
Sp 3, Sp 4, Sp 6 qui sont caractérisées par ute ifdnibition de la croissance mycélienne de
FOC et qui allongée de (98% a 80%)).

Le Trichoderma neorufoidesTrichoderma viridesens, Trichoderma aggrissivum,
Trichoderma Sp 2, Trichoderma Spcbnstituent la troisieme classe dont la zone diitioin est
entre (79% a 68%).

La quatrieme classe est la dernierésder %) c’esfTrichoderma crystalligenale faible
inhibition.

Le test de confrontation indirecte (test de sultstaslatile) des souches @iachodermapermet
d’obtenir les résultats suivants :

Le premier groupe présente la souaiehoderma polysporurat I'espéce indéfinie Sp
2, qui exprime la meilleure inhibition de la cr@sse du FOC avec un pourcentage de (93.75%)
suite la souchdrichoderma atroviride(92.5%) ainsiTrichoderma subeffusde pourcentage
(91.25%)

Le deuxieme groupe représente les soucheshoderma Austriaca, Trichoderma
luteocrystallina, Trichoderma citrina, Trichodermaaggrissivum, Trichoderma lutea

,TrichodermaSpl, TrichodermaSg3, Trichoderma harzianum, Trichoderma neorifoidemifie
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une forte inhibition de la croissance mycélienneRd&@C avec le pourcentage de (88.75%
61.25%).

Le troisieme groupe indique les soucheichoderma placentelaTrichoderma viride
Trichoderma virensexprime une moyenne inhibition de la croissance FC avec un
pourcentage (56.25% a 13.75%).

Le quatrieme groupe présente les saudmeEhoderma crystalligenaTrichoderma

viridesens, Trichoderm&8p 5 montre une inhibition nulle (0%) de la crarsse du FOC.

Les résultats obtenus suite a la confrontationréat® montrent un ralentissement de la
croissance mycélienne des souches de FOC exercgigldodermasp. Contrairement au test
de confrontation directe, on remarque que la caniss mycélienne continue d’évoluer avec le
temps.

La soucheTrichoderma polysporumexprime la meilleure zone d’inhibition de la
croissance du FOC avec une fréquence de 100%oRteda souch@&richodermacrystalligena
a enregistré la zone d’inhibition la plus faiblgl3%.

Enfin, le développement d’'une méthode de tracag&éteide de I'écologie des agents
antagonistes retenus peut étre menée dans le iuder l'influence des facteurs
environnementaux dans I'activité de protectiontsurain, d’évaluer des méthodes d’application
de l'antagoniste, son adaptation, sa survie eelkgences éco-toxicologiques, et permettront
ainsi de développer un produit a baseTdehodermaqui garantira une efficacité durable sur

terrain.
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Annexe

Volet technologique
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—
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Figure 1 :Etapes nécessaires au développement des biopes (Lepoivre, 2003




classification based on classificatiom based on

morphological characters macromolecular data
(Bissett 1984, 1991a) (isozymes, DINA)
T _longibrachiatum T. longibrachiatum/
syn. 7. reesei H. schweinirzii A
T. reesei/H. jecorina
T. citrinoviride T. citrinoviride/
H. schweinitzii B
T. pseudokoningii section T. pseudokoningii/
Fongibrachiatum H. schweinirzii C
T. parceramoswrm T. parceramosum=T. rodic
T. ghanense
H. schweinitzii H. schweinitzii D
anamorphs H. schweinitzii E
T. saturnisporum
T._saturnisporum section
7 Saturnisporuin
T. ghanense
T hamartwn T. hamatum A
T harzianum T. harzianum A
T. polysporuwm section T. polysporurn
Pachybasiunr
T. piluliferum H. pilulifera
T. virens H. ceramica
L _viride T. viride/H. rufa
T. koningii T. koningii/H. muroiana
T. atroviride section T. atroviride
Trichoderma
T. aureoviride T. hamatum B
H. rufa T. harzianium B
anamorphs
H natells

Figure 2 : Comparison de ldassificatiordu genuslrichodermaselon lisozymeet des donnés
ADN avecTaxonomie morphologiquement baséBissett (1984, 1991a#tChristian e
Harman, 2002)
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T. viride* T. virens

T. koningii* T. hamatwmn™

T. harzianum *
T. piluliferum *
T. pofysporum™
T. fasciculatum

T. flavofuscumny

T. aureoviride
T. atroviride

T. crasum

T. croseun

T minuitisporum
T. tum entoswuy
T. fertile

T. longipilis

T. obfongisporun
T. strigosum

T. strictipilis

Y

T. pubescens

W T. spirale r

T. lactea
Comprends les
formes
anamorphiques

T fongibrachiatum *

T. pseudoloningii™

T. satunisporumg
T. ghanense

T. citrinowviride

d'Hypocrea
souwvent

de la section
Homalocrea

Figure 3: Les 5 sections systématique3 dehodermaspet quelques-unesdes espéces y
appartenant, selon Bissett (1991a et b).* Les espagrégees de Rifai (1969 in Mastapha,

2006 ; Meriem, 2010).

Tableau | : Comparaison des données sur I'exécdéda lutte chimique et biologique (Lenteren,

2006).

lutte chimique lutte biologique

Nombre d'ingrédients
Rapport de succes

Codts développemental
Temps de développement
Avantage /rapport colté
Risque de résistance
Spécilité

Effets secondaires nocifs

> 1 million 2
1:200000 01:10
400 million 2 million d' U$
10 ans 10ans
01:02 20:01
grand petit
tres petit tres grand

beaucoup nul/peu




Tableau Il : Avantages et I'inconvénient de I''gétion des agents microbiens en comparaisons

avec les fongicides (Lenteren, 2006).

Désignations Produit

chimique

Agents microbiens

Colt et investissements

recherche et

développement 20 millions US$ 0,8-1,5 millions US$
Qualité et acquisition

du marché 40 millions US$ 0,8-1,5 millions US$/amné
Données

toxicologiques 10 millions US$ 0,5 millions US$
Elaboration de brevet®Bien établi en voie d'établissement

Découvertes

Sélection de 15,000
pour identifier un
produit

sélection rationnelle pour une maladie
spécifiqgue déterminé

Efficacité

Spectre d'activité généralement large généraledtarit

Résistance souvent développée non connue

Type d'action Préventive et curative|  Préventiveueative
Santé

Santé des opérateur§  peuvent étre nocifs risgsiéaifse

Accumulation dans les
chaines alimentaires
Intervalle avant récolte
souvent recommander
apres traitement

Impact

environnemental risques trés faibles

tres faibles a inexistant
Les récoltes sont utilisées sans risque

Résidus

Tableau Il : Origine des échantillons:

n° échantillion Source d'échantillion

1 Sfisef(Sidi belabes)

2 Benbrahim(Sidi belabes)
3 Bourawi(Relizene)

4 Bnitalla(Sidi belabes)

5 Relizene(Relizene)



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Broal (Constantine)

Ghrayassia(Mascara)

Bnialloni(Mascara)

Oubellil(Sidi belabes)

Benizeltis(Relizene)

Twafia Skikda(Skikda)

Oued Tromlia(Constantine)

Sfisef 1(belabes)

Oubellil 1(Ain. Timouchent)

Sidi Dahouzir(Sidi belabes)

Bnizeltis(Relizene)

Bradid(Relizene)

Sidi Belbouch(Sidi belabes)

Bouraulia Khroub(Constantine)

Oued Znati 1(Guelma)

Oued Znati 2(Guelma)



22

23

24

25

26

F.P.Bounaulara(constantine)

Oued Znati 3(Guelma)

Boorawia 1(Skikda)

Rahmouma(Constantine)

Ain Trab(Guelma)

Tableau VI : analyse du sol de 26 échantillon

Station Station P Olsen pH CE Azote
1| GUELMA Ouedznetil 1| Ouedznetil 4,5 7.3 188,55 1,9
1| GUELMA Ouedznetil 1| Ouedznetil 4,8 7,8 170,33 1,85
1| GUELMA Ouedznetil 1| Ouedznetil 4,29 7,5 156,99 1,9
1| GUELMA Aintrab 2| Aintrab 6,3 8.2 140,82 1,75
1| GUELMA Aintrab 2 | Aintrab 7,14 7,28 176,69 1,7
1| GUELMA Aintrab 2 | Aintrab 5,04 8,09 160,29 1,75
1| GUELMA Ouedznati3 3 | Ouedznati3 2,22 8.30 174,52 1,3
1| GUELMA Ouedznati3 3 | Ouedznati3 2,37 8,44 159,3 1,1
1| GUELMA Ouedznati3 3 | Ouedznati3 2,58 8,15 173,55 1,2
1| GUELMA Ouedznati2 4 | Ouedznati2 4,5 7.89 143,73 1,47
1| GUELMA Ouedznati2 4 | Ouedznati2 6,51 8,01 134,22 1,54
1| GUELMA Ouedznati2 4 | Ouedznati2 3,21 7,72 197,55 1,46
2 | RELZENE Relizene 5 | Relizene 2,52 7.50 273,09 2,5
2 | RELZENE Relizene 5 | Relizene 2,67 8,15 248,03 2,34
2 | RELZENE Relizene 5 | Relizene 2,67 7,48 262,96 2,27
2 | RELZENE Bnizeltis 6 | Bnizeltis 2,94 7.9 203,29 1,23
2 | RELZENE Bnizeltis 6 | Bnizeltis 2,88 7,37 212,46 1,3
2 | RELZENE Bnizeltis 6 | Bnizeltis 3 7,21 217,09 1,7
2 | RELZENE Bnizeltisl 7 | Bnizeltis1 3,66 7.20 842,69 1,67
2 | RELZENE Bnizeltis1 7 | Bnizeltis1 3,93 7,53 758,77 1,9
2 | RELZENE Bnizeltisl 7 | Bnizeltis1 3,09 7,13 711,17 1,8
2 | RELZENE Bradid 8 | Bradid 4,17 7.8 273,04 2,6
2 | RELZENE Bradid 8 | Bradid 3,51 7,15 286,66 2,1
2 | RELZENE Bradid 8 | Bradid 4,98 7,24 266,5 2,5
2 | RELZENE Bourawi 9 | Bourawi 3,66 7.77 187 0,93
2 | RELZENE Bourawi 9 | Bourawi 3,93 8,14 169,35 0,9

Vi




2 | RELZENE Bourawi 9 | Bourawi 3,39 7,44 166,71 0,9

3| SKIKDA Baorawial 10 | Baorawial 10,35 8.17 170,89 0,93

3 | SKIKDA Baorawial 10| Baorawial 9,81 7,85 187,38 0,9

3| SKIKDA Baorawial 10 | Baorawial 10,02 8,06 164 0,91

3| SKIKDA TwafiaSkikda 11 | TwafiaSkikda 4,74 7.58 217,72 1,8

3| SKIKDA TwafiaSkikda 11 | TwafiaSkikda 4,74 7,6 227,86 1,65

3 | SKIKDA TwafiaSkikda 11| TwafiaSkikda 4,89 7,36 230,32 1,7
SIDI BEL

4 | ABBES SidiBbelbouch 12| SidiBbelbouch 2,7 8.1 172,47 1,65
SIDI BEL

4 | ABBES SidiBbelbouch 12 | SidiBbelbouch 3,03 7,35 159,61 1,6
SIDI BEL

4 | ABBES SidiBbelbouch 12| SidiBbelbouch 2,64 7,6 175,86 1,5
SIDI BEL 7.48

4 | ABBES Benbrahim 13| Benbrahim 3,3 239,54 2,54
SIDI BEL 7,71

4 | ABBES Benbrahim 13| Benbrahim 2,85 218,26 2,71
SIDI BEL 7,44

4 | ABBES Benbrahim 13| Benbrahim 3,36 207,1 2,754
SIDI BEL 7.17

4 | ABBES oubelllil 14 | oubelllil 3,66 201,31 2,6
SIDI BEL 7,95

4| ABBES oubelllil 14 | oubelllil 3,99 195,73 2,9
SIDI BEL 7,89

4| ABBES oubelllil 14 | oubelllil 3,39 172,04 2,8
SIDI BEL 7.77

4| ABBES Sfisel 15 | Sfisel 2,88 276,34 1,98
SIDI BEL 8,14

4| ABBES Sfisel 15 | Sfisel 1,5 222,05 2,32
SIDI BEL 7,44

4| ABBES Sfisel 15 | Sfisel 0,45 228,84 1,2
SIDI BEL 8.20

4 | ABBES sididahouzir 16 | sididahouzir 3,3 147,1 2,2
SIDI BEL 7,27

4 | ABBES sididahouzir 16 | sididahouzir 3,6 163,59 2,7
SIDI BEL 6,86

4 | ABBES sididahouzir 16 | sididahouzir 3,6 141,73 2,2
SIDI BEL 7.67

4| ABBES Bnitalla 17 | Bnitalla 5,55 241,02 2,1
SIDI BEL 8,22

4| ABBES Bnitalla 17 | Bnitalla 5,4 204,6 2,15
SIDI BEL 7,3

4| ABBES Bnitalla 17 | Bnitalla 5,46 242,7 2,31

5 | CONSTANTINE | Rahmouma 18| Rahmouma 7,26 8.14 182,22 1,5

5| CONSTANTINE | Rahmouma 18 | Rahmouma 7,23 7,37 191,13 1,41

5| CONSTANTINE | Rahmouma 18 | Rahmouma 7,29 8,05 170,24 1,33

5| CONSTANTINE | FPBounawara 19 | FPBounawara 7,65 8.14 178,55 0,74

5| CONSTANTINE | FPBounawara 19 | FPBounawara 8,31 8 173,41 0,81

5| CONSTANTINE | FPBounawara 19 | FPBounawara 6,69 7,48 161,59 0,71

VI




5| CONSTANTINE | Bourauliakhr 20 | Bourauliakhr 5,43 8.03 163,76 0,96
5| CONSTANTINE | Bourauliakhr 20| Bourauliakhr 5,61 7,59 159,16 0,85
5| CONSTANTINE | Bourauliakhr 20 | Bourauliakhr 5,25 7,47 167,56 0,71
5| CONSTANTINE | OuedTromlia 21| OuedTromlia 2,46 7.5 222,79 1
5| CONSTANTINE | OuedTromlia 21 | OuedTromlia 2,73 8,01 227,21 0,8
5| CONSTANTINE | OuedTromlia 21| OuedTromlia 2,91 7,44 234,52 1
5 | CONSTANTINE | Broal 22 | Broal 4,65 6.28 253,1 1,4
5| CONSTANTINE | Broal 22 | Broal 5,85 7,82 230,48 1,9
5 | CONSTANTINE | Broal 22 | Broal 3,6 7,59 246,25 1,7
6 | MASCARA bniallouni 23| bniallouni 3,45 6.97 222,83 1,5
6 | MASCARA bniallouni 23| bniallouni 3,84 7,86 207,85 1,7
6 | MASCARA bniallouni 23| bniallouni 3,12 7,81 185,19 1,77
6 | MASCARA Ghrayassia 24 | Ghrayassia 5,4 6.76 184,17 2,4
6 | MASCARA Ghrayassia 24 | Ghrayassia 4,77 7,83 191,55 1,95
6 | MASCARA Ghrayassia 24 | Ghrayassia 6,24 7,86 190,72 2
Ain 7.75
7 | Timouchent Oubellil1 25 | Oubellill 4,05 297,93 2,91
Ain 7,82
7 | Timouchent Oubellil1 25 | Oubellill 4,2 296,08 3,1
Ain 6,9
7 | Timouchent Oubellil1 25 | Oubellill 4,2 297,91 2,88
8 | belabbes Sfisef 1 26 | Sfisef 1 4,86 7.43 152,43 2,3
8 | belabbes Sfisef 1 26 | Sfisef 1 4,44 8,01 182,85 1,94
8 | belabbes Sfisef 1 26 | Sfisef 1 5,28 7,82 163,34 2,4

Vil




Matériel et Méthodes

1. Techniques d'échantillonnage
Le préléevement des échantillons a été fait danérdéfes régions d’Algérie. De chaque
région d’études, 500 g du sol ont été prélevestmgmment a la profondeur de 20 cm selon la
norme 1ISO10381-1994 pour les analyses microbiolggsq
Chague échantillon était mis dans des sachetseééis, ensuite transportés au laboratoire

et conservés a 4 C° en vu de leurs analyses.

2. Analyse du sol
2.1. L’'analyse physigque :aussi appelée analyse granulométrique, renseigmelas
composition du sol et en particulier sur la tailtss particules des plus fines, les argiles,
jusqu’aux plus grosses, les cailloux.
» Détermination de la Texture du sol apres le tages des 26 échantillons du sol, avec un
diametre de 0,002, 0,02 et 0,2 mm on a pesé 108gldu

2.2. L’analyse chimique du sol permet de déterminer avec précision le contenwtars
éléments minéraux indispensables a la croissarcpldetes.

2.3. Mesure de la conductivité électrique
Elle traduit la concentration saline totale dedluson. Elle est directement proportionnelle a la
somme des ions en solutiooa relation entre la CE et la somme des cationsroans est la
suivante :
Charge saline en g/l =CE (mmohs/cknp.58

Mode opératoire

Figure 05 : un conductimétre
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L'utilisation du conductimétre
o Etalonner I'appareil de mesure ; mesurer la tenipégaet la conductivité électrique
d’une solution de KCI 0.02 N.
o Mesurer la conductivité électrique de la solutiottragte : rincer I'électrode, mesurer la

température et la conductivité de la solution etera

2.4. Détermination pH du sol

Dans le sol, les phénomeénes de fixations et d’égderont le fait de la fraction colloidale et
de I'hnumus. Dans les conditions normales, ces i@k sont électronégatifs et manifestent une
aptitude prédominante a échanger des cations.
* les cations métalliques : CaMg™, K*, AI"™™, Fe™, Mn™"
* les cations hydrogéne :*H
Détermination du pH

Méthodes électro métrique

Figure 06 : un pH metre

On utilise un pH metre a électrode de verre pi#ament étalonné a I'aide de solutions
tampons de pH connus.
La réaction du sol se détermine sur une suspemsjoause dans laguelle le rapport sol/eau est
de 1/2,5.
1- Mode opératoire

* pH réel :

o peser 100g de terre, les placer dans un bécheédGimll

o Ajouter 50 ml d’eau distillée, bouillie et refrodi

0 Agiter pendant quelques minutes.
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Matériel et Méthodes

o Laisser reposer pendant 15 mn, puis mesurer legt duspension avec le pH

meétre : c’est IgpH d’eau.

2.5. Dosage d’Azote et le phosphore

Le dosage d’Azote et le phosphore a été realisésvaau de laboratoire de L'INRA d’Algerie.

2.6 Origine des échantillons

Les échantillonnes utilisés pour cet objectif sprélevés a partir des différentes wilayas de
I'Algérie a savoir: Mascara, Ain Timouchent, Reheg Sidi Bel Abbes, Skikda, Guelma et
Constantine (voir annexe Tableau III).

3. Isolement et purification deTrichodermasp
Techniques d’isolement :

Les microorganismes ont été obtenus, par isolerdentt, a partir du sol selon la
méthode décrite par Davet&Rouxel (1997). L'analggela microflore a été conduite selon la
technique des suspensions dilutions, tells qu’eie décrite par Rapilly1968, Davet, 1996 ;
Davet et Rouxel, 1997. Cette technique compreéuasiqurs étapes, allant de la préparation des
dilutions jusqu'a linterprétation des résultatsaily1968). Les échantillons du sol ont été
préalablement séchés, broyés et calibrés par tgmisa

La préparation des dilutions consiste, tout d’dbar préparer la solution mere du sol en
ajoutant 10g du sol a 90 ml d’eau distillée stésiivie d’'une agitation pendant 30 min. Cette
solution a servi pour préparer des dilutions démaar I'ajout successif de 10 ml de la
solution a 90 ml d’eau distillée stérile jusqu’abtention de la dilution de £0

Au moment de l'analyse, 10 ml de chaque dilutiontseersés une fiole d’erlenmeyer
contenant 90 ml du milieu d’'isolement PDA, maintemusurfusion au bain-marie entre 37° et
40C°. Il est important de veiller a ce que la terapée ne soit pas top élevée, ce qui aurait pour
conséquence d’éliminer les champignons les plusiibgensibles.

L’homogénéisation est réalisée pas agitation méamuwds boites par un mouvement
circulaire sur plan horizontal. Les boites ontiétubées a 28-30C° pendant six jours (Botton et
al., 1990).

3.1.1. Milieux de cultures utilisés

3.1.1.1. Milieu PDA
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Le milieu deculture utilisés pour I'isolement démmpignons du sol c’est le milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) (Mouria &, 2013).

» 200 g pomme de terre
» 20g Agar agar

» 15g glucose

» 1000 ml eau distillé

[ Prélevement d’'un échantillon du sol ]

g

Mis en suspension (10 g) dans 90 ml d’eau distill€
stérile

N~
[ Agitation pendante 30 mint ]

N~

Prélevement de 10 ml de cette solution puis ditutio
successives jusqu'a1o

1

[ Versement de 10 ml de chaque concentration dand €e

milieu de cultur

1

Maintenir en surfusion au bain-marie a 37-40°C, ldgéméiser et
les répartir dans des boites de pétri

1L

[ Incubation pendant 3 a 5 jours }

1l

[ Examinassions, dénombrement et isolement des esloni J

Figure 07 : Schéma récapitulatif de méthode d’isolement dempignons du sol

3. 2. Purification
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Les microorganismes isolés ont été purifiés parxdeu trois repiquages successifs,
monospore ou mono-colonie. Une fois purifié, chaigotat est désigné par un numéro de code.
La conservation des microorganismes ainsi désigrfaisau congélateur a une température de
5C°.

4. Identification des champignons
4.1. Obtention de la culture monospores

Pour étudier la variabilité culturale et pathogéeicqdes isolats, il est nécessaire de
réaliser des cultures monospores (John, 1969).téfion des cultures monospores est réalisée
selon la méthode décrite par (Belabid, 2003). Wmspaension de spore est diluée dans I'eau
distillée stérile, de facon a obtenir une conceiatnavoisine de 20 spore/ml. Une goutte de
suspension contenant

Généralement 2 a 5 spores sont déposees et &éaléages a la surface du milieu PDA
en boite de Pétri. Aprés 24 heures d’incubatioilasturité et a 25C°, les germinations issues
d’'une spore unigue sont d’'abord repérées, au fagsissement de la loupe binoculaire puis
prélevées stérilement et déposées séparémentrsilide de culture PDA en boite de Pétri.

Apres deux semaines d’incubation, le comportementctaque thalle issu de la
germination des spores est observé (aspect du imnycé&t pigmentation). Si tous les thalles
présentent des caractéres morphologiques identiptes eux et a ceux de la culture mere, un
seul est choisi pour constituer le clone repredggnte I'isolat de départ. En revanche si
différents types morphologiques apparaissent desilonies d’'un méme isolat, ils sont tous
conservés comme téte de clone, étant représemtatife morphologie donnée et d'une
éventuelle diversité génétique de l'isolat origiaai

L’'observation des colonies est faite sept a louitg aprés la mise en culture. Les colonies
sont ensuite déterminées, ce qui permet d'établiréquence d’isolement de chaque espece

fongique pour chaque échantillon.

4.2. Les critéres d’identification
4.2.1. Macroscopiques

L’analyse macroscopique porte essentiellementesucéractéres culturaux, la forme des
colonies (arrondie, rayonnante...), I'aspect du myoélaérien (dense, poudreux...), la couleur
de la colonie dépent frequemment du milieu utiligésporulation, ainsi que le revers de la

culture qui donne une idée sur la pigmentation diem

4.2.2. Microscopiques
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L’identification des especes est réalisée par obsen des caracteres microscopiques
sous microscope optique (mycélium. Conidiophoremidiogenése, conidies, structures de
résistance, éventuellement forme sexuée ...), apréssérie de repiquages successifs jusqu'a
purification du champignon, en utilisant le bleu @#on comme liquide de montage et on se
référant a différentes clés de détermination : @ingl957) ; Barnett (1960) ; Ellis(1971) ; Ellis
(1976) ; Domsch et al, (1980).

5. Test d’antagonisme

Durant les dernieres décennies du siecle dernies, récherches considérables ont
maintes fois démontré que plusieurs microorganisteediverses origines phylogénétiques sont
capables d’inhiber différents agents pathogenes.

Les microorganismes a l'origine de cette inhibitidilisent plus d’'un mécanisme pour la
suppression des pathogéenes et la réduction dédénce des maladies a savoir:

Compétition, antibiose ou parasitisme (Mezaacchei&£2012).

D’aprés Monte, (2001) le champignon imparfait deichoderma a I'application
d’antagonisme contre les mycetes phytopathogéne udier contre les maladies, peu de
contraintes ont la capacité de tuer les agentesogahe des plantes sous la diversité des
conditions environnementales (Ashwin G. Lunge, 2012

Les espéces dérichodermaont été utilisées en tant qu'agents de contr@dique

contre un éventail de champignon phytopathogéndare plusieurs années (Wiater, 2011).

4.1. Matériels biologiques
4.1.1. L’agent pathogene

Les isolats dd-usariumutilisés dans cette étude ont été obtenus a msrplants de
pois chiche présentant des symptdmes de flétressest de jaunissement des feuilles. Ces
derniers ont été prélevés a des plantes de pothehinfectées Qicer arietinun) par le
Fusaruim
4.1.2. L’agent antagoniste

L’agent antagoniste utilisé pour lutter contrd-lesarium oxysporiunest leTrichoderma
sp ce dernier a été isolé a partir d'un sol algéetil est cultivé sur PDA a 25°C. Les cultures

utilisées pour ces essais sont agées de 10 jours.

4.2. Méthodologie de travail
L’activité antagonistén vitro du Trichodermasp vis-a-vis dd-.oxysporiuma été étudiée
selon deux méthodes:
30



Matériel et Méthodes

4.2.1 La technique de confrontationdirecte

Cette méthodappelée encore « technique des cLs opposées », consiste a dép
dans des boites de Pétontenant 1 ml dumilieu « PDA» a 4cm l'un de lautre, de
explants de 8 mm ddiameétre provenant des tures des deux champignons (parasit
antagoniste).

Au coursde cette expérimentation, trcrépétitionsont été retenues pour chaque
Les témoins sont repsentés par des boites de Pcontenant uniqguement le champign
pathogene. lensemble des boites est plac une température d&5 C° et a la lumiere
continue.

L’évolution de la croissance mycélienne est efféetoutesles 2« heures par la mesure

du diameétre deal colonie myélienne du champignon pathogéneeriBadet al., 2002).

Trichodelrmla \ / I
o o
\ 5\.*1 )

Milieu PDA

Pathogene

Figure 08 : Confrontation entrel’isolat cFusariumet une souche dErichoderm:i par contact

direct sur milieu PDA.

4.2.2 La technique des substances volatil¢

D’apres (@mporota, 1985), ette technique consiste a déposer au centre deuel
boite de Pétri contenant le milieu PDA un explaat8mm de diametre prélevé a pr des
colonies delrichodermaspet deFusariunsp.

Apres 24 heureglincubaton, la partie inférieure contenant Teichoderm: est scellé
avec un autre contenarg pathogene, par une bande para film de facon a éter toute
contamination et toute pertie gaz

Comme pour Ipremiere expérimentation, trois répwons ont été réalisée
Les témoins someprésentés par des boites contenant a la faaiéeinf@ uniquement le  milic
de culture et la face supérieure I'agent pathoFusarium oxsysporiurfBenkada et al., 2002).
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Milieu PDA
Pathogéne l
4 <~
—=1
1
\ - /
Trichoderma

Figure 09 : Dispositif uilisé pour tester l'influenc des substancevolatile émises par

Trichodermasp, suia croissance et la sporuon deFusariumsp.

5. Expression des résultats et analyses statistiqt

La fréequence d’isolement des espéces identifisesaculée uniquement a partir «
échantillons ensemencsgge milieu PDA et incubés a 30C° selon la méme ddgmtilisée pou
calculer la charge fongique totz
Des photos macroscopiques montrant I'aspect moogigple des thalles et des [tos
microscopiques du mycélium, conidieschonidiogenesent été également pris

Le taux de contamination est calculé selon la phoee décrite par Poncl (1966). Ce
taux représente le nombre de chaque genre fondgsplé sur le nombre total exprimé
pourcentage.

La notation du diametre moyen des cies traitées est realisée lorsque les filam
mycéliens éteignent la périphérie de la boite dagdots témoins. L'évaluation d’'inhibition
exercée par les especes fongiques est estimée galtcul du pourcentage d’inhibition de

croissance mydienne selon la formulsuivante (Hmouni edl., 1996) :

Co—Cn
I(%) = TxlOO

Ou : | (%) est pourcentage d’inhibition de la croissangedtienne,Cn est lediameétre moyen
des colonies en présence de I'antagonisCo le diametre moyen des colontémoins.

Les résultats obtenus out été traités par deuysemlindépendantes a I'aide de logi
XLSTAT (2008). Trois répétitions sont retenues pohaque facteur étudie. Les données
traitées par une analyse de la variance suivieed@zomparaisn des moyennepar le test de

Newman et Keuls 5 et 1%.
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1. Histoire taxonomique deTrichoderma

La division du genrélrichodermaen espéces a fait I'objet de nombreusekestet
de beaucoup de polémiques. On se base alolsssaspects culturaux et la morphologie des
appareils sporogénes (Roquebert, 1996) ainsi quie suatériel génétique en s'appuyant sur des
techniques de biologie moléculaires (Gams et Bis$898 ; Mastapha, 2006 ; Meriem 2010).

Si on répertorie succinctement les dates les plysortantes qui ont marqué la
systématique desTrichoderma sp, on se rend vite compte que leur positiomem
taxonomique n'a pas été chose facile.

1794, Persoon a décrit la premiere fois sa classifin des champignons de taxonomie
de Trichoderma(Kubicek et Harman, 2002), et établit 4 especes.

1821, Fries classa ld@sichodermasp. parmi lesGastéromyceétes.

1860, débutent les controverses sur cettdémpgique, Tulasne contredit Fries
puisqu'il ne trouve pas de forme téléomorphes @eXua ce genre. Bien que les genres
Trichoderma connu depuis le début du £9° sigcle et son association aveéelypocrea
detéléomorphe qui a été reconnu par les freresutisiie en 1865, sa taxonomie est resté obscur
jusqu'aux derniéres décennies (Kubicek et Harma®2)2

1871, devant le nombre croissant d'espécescomérées, Harz insiste sur
I'importance des caracteres morphologiques sonigroscopie optique (surtout les
phialides).

1916, Waksman décrit ce qu'il trouve étrenduvelles souches deichodermasp.

En utilisant des criteres macroscopiques,érbfits de ceux préconisés par Harz.

1926, Abbot identifie 4 espéces Tteéchoderma selon des criteres une fois de plus
différents des précédents.

1939, Bishya pense que la variation morphologigmermait étre attribuée a une simple
espece dérichoderma viride.

1963, les travaux de Gutter et Monbashertemetfin au systéme précédant, en
démontrant la variabilité des espéces deichoderma en fonction des conditions
environnementales (Kubicek et Harman, 2002).

1969 les travaux de Rifai ont été faites la preeigntative sérieuse de distinguer
morphologiquement des espéces ou plutdt les espgreges, qui ne compte que neuf taxons
(Kubicek et Harman, 2002). Neuf especes agrégded découverted (aureoviridae Rifai,

T. hamatum Bain, T. harzianum Rifai, T. kgii Oudemans, T. longibrachiatum Rifai,
T. piluliferumWebsteret Rifai, T. polysporum Rifai, T. pseudokoningifai et T. viridae

Gray), (Rifai, 1969; Mastapha, 2006;Meriem, 2010). plapart des études morphologiques
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détaillées des anamorphs ont été effectuées paetBil984, 1991 C.A., 1992 in Kubicek et

Harman ., 2002) voir annexe figure 2, D'autres wds taxonomiques supplémentaires a la
morphologie incluent des études de métabolitesnskzdes, qui montrent une grande diversité
dans ce genre (Okuda et al, 1982 ; Kubicek et Hari2@02). Des profils d'iso enzyme ont été
employé en tant qu'efficace outil taxonomique (leo@nn et al, 1996 ; Samuels et al, 1994).

1984 et 1991, John Bissett prend une nouvelle n@xie de Trichoderma. Des
observations microscopiques ont amené a reconreitieon 35 especes, dont il réparties dans
cing sections. Manifestement, il y a une grandi&dihce entre neuf espéces d'une part, et 35 sur
l'autre.

Au milieu des années 1990, I'analyse des séquelsBN a d'abord été appliquées a la
taxonomie Trichoderma Séquences d'ADN fourni des données tres nécessanlculées
indépendamment, qui permettraient une meilleurepcéhension des especesidiehoderma.

1991, les espéces deichodermaont été assignés a quatre sections indiqguées comme
Trichoderma, Longibrachiatum, Pachybasium et ¢étypanum (Bissett, 1991 in Hohmann,
2010). Dans le méme date Bissett propose laomotle « section » pour faire face au
nombre croissant d'especes nouvelles Tdehoderma sp, sans rapport avec les espéces
agrégées. Se basant sur la morphologie des cohwmhep et des phialides, il regroupe les
especes agrégées dans 5 sections (voir annexee figur Trichoderma, Pachybasium,
Hypocreanum, Longibrachiaturat Saturnisporum(Leuchtmann, 1996 ; Landreau, 2001).

2006, de nombreuses nouvelles especes Tmghoderma et Hypocreaont éte
découvertes, le genre déja a comporté plus de gces phylogénétiques définies (Druzhinina
et al, 2000 ; Schuster et Schmoll, 2010).

Le systeme taxonomique de Bissett est auwggduyé, entre autres, par des
approches de biologie moléculaire (PCR), pogpondre au positionnement de nouvelles
especes deTrichoderma identifiées (dont les formes téléomorphes s@oiuvent non
identifiées) et reste le plus fiable actuelleméiitgrd-Roberts, 2004). La position taxonomique
actuelle desTrichodermasp. Selon Kulkarni et Sagar, (2007), ont mentiotenéposition
taxonomique ddrichodermacomme suit :

Tableau I : la position taxonomique @echoderma (Kulkarni et Sagar, 2007) :

Position Asexual stage (Conidia) Sexual stage (Ascospore)
Kingdom Fungi Fung:

Phylum Ascomycota Ascomycota
Sub-Division Deuteromycotina Ascomycotina

Class Hyphomyctes Pyrenomycetes

Order Monilliales Sphariales

Famuily Monilliaceae Hypocreaceas

Genus Trichoderma Hypocrea

11
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La base de données d'index Fungorum égalise ammnesit les listes 471 différentes
noms pour des especes Hgpocreaet 165 disques poufrichoderma Actuellement, la
commission internationale compte 104 espéceslmighoderma et Hypocrea qui ont été
caractérisés au niveau moléculaire. Soixante-quespeces délypocreaont été identifiees
dans I'Europe tempérée (Jaklitsch , 2009 ; Schast&chmoll, 2010).

2. Description de I'habitat naturel de Trichoderma

Trichodermaest un genre de mycétes filamenteux qui peuvgmuter profusément et
avoir et peut constituer jusqu'a 3 % de tousplepagules fongigques dans des sols de forét
(Harman etal, 2004; Klein et Eveleigh, 1998; Piatoal, 2006) elle est largement distribuée
dans la matériel végétal, les végétaux en déconnposet le bois.Hypocreasp sont le
téléeomorphe de certaines espece§dehoderma&e, ces dernier se développent dans la litiere
des feuilles ou de palillis, et elles exigent umimum de carbone organique de 1% pour assurer
la prolifération d'emplacement des cultures (MéniJl2012).Trichodermaest un mycéte septé
cela produit des conidiophores fortement embranghésapportent de nombreux phialospores,
également appelés conidium. Moins fréquemment &@uhetat sexuel (teleomorphe) appartenir
au Hypocrea (Harman 2004) Des ascospores sont formées pour la reprodusismelle
(Kubicek et Harman, 1998 in Hohmann, 2010). Cedf®ee est un myco-parasite ou saprophyte
qui possedent des variétés lumineuses de stydewial biotrophique et saprotrophique
(Atanasova et al, 2013), qui se nourrit de chanmgmgrpathogénes. Les espéecesldiehoderma
peuvent se développer sous un éventail de conditomironnementales. Elles sont influencées
par des parameétres abiotiques: sol, la températdue sol, humidité du sol et pH du sol
(Danielson et Davey, 1973; Tronsmo et Dennis, 1@&8nsch et al 1980 in Hohmann, 2010).

2.1 Importance deTrichodermadans le monde :

Les especes dérichodermasont I'un des petits groupes de champignons |lopresi
comme un agent de la lutte biologique. Ce micganisme est maintenant enregistré en tant
que bio-fongicide en Inde, France, Royaume-UnEugsse, la Suede, la Belgique, le Chili, la
Nouvelle-Zélande et les Etats-Unis. Et en courssd@fusieurs autres pays de facon
reglementaire Trichodermaest totalement sans danger pour les humains eéthil.bll est
communément considéré comme un contaminant quigaaiser une infection en la présence de
certains facteurs prédisposants, malgré que, enGEbans de recherche, il y a eu aucun cas

d'effet indésirable enregistré. Les qualités pmécks deTrichodermasont une grande partie de
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I'attrait de ce champignon avec d'autres avantigesal'application commercia (Mérillon,
2012.

3. Morphologie deTrichoderme

L'aspect macroscopiq desTrichodermasp est apprécié partir de cultures sur gélc
nutritives appropriées, réparties en boites dei.PE&s colonies fongiques peuvent €
légerement floconneuses ou bien compactées eresolEhtre ces deux extrémes, existent
aspects intermédiaires. Les colonies sont colog@ée®nction de la pmentation des phialide
Les espéces du genre produisent une large rangéelatants de jaurverdatre lumineux a
rougeatre en couleurs, bien que certains également sans couleur. De mém pigmentation
conidial change de sans couleudiversesnuances vertes et parfois égalemenie ou brune.
Autre que la pigmentation;identification dans le genre est difficile raison de | gamme de la
variation étroite de la morphologie simplifiée desglaTrichoderma(Gams et Bissett 1998
Schuster et Schmoll, 2010). Cing jours apres smigetion, la conidie donne naissance &
mycélium d'abord blanc et stérile en forme de eeeux jours plus tard, une couleur verte
visible sur les parties aériennes ducélium, correspondant a la conidiogenese. D'actedes
concentriques réguliers se forment par la suitenge le 1°™et le 26™%jour un feutrage épais
se superpose a la culture.

Au microscope optique on peut observer un mycélomposé d’hyphejaunes, septés,
ramifiés a parois lisses. Les conidiophores (Fjgortt une forme conique ou pyramidale. T
ramifiés, ils portent des phialides en forme dedlaes ou de quilles. A leur tour, les phiali
portent les spores (phialospores ou bien des) (Cournut, 1984 ; Landreau, 2001, Kubice

al., 2003 in mastapha, 200®8eriem, 201/ voir annexe figure 3.

R Phialospore
Conidies .

Figure 01 : Aspect morphologique d'un conidiophore Trichoderma longibrachiatu
(Samuels et al., 199Mustapha, 200€
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3. 1Caractéristigues des espéces derichoderma
Selon Schuster et Schmoll, 2010 : Les especdsideodermasont des colons omniprésents
de cellulosique des matériaux et peuvent souvanéier délabrer la ou la matiere végétale
est disponible (Kubicek et al. 2008 Jaklitsch02@h Schuster et Schmoll, 2010) aussi bien
gue dans la rhizosphere du sol, ou ils peuveniiiada résistance systémique contre des
agents pathogénes (Harman, 2000 in Schuster etdlic20110).

4. Biologie deTrichoderma

Le genreTrichodermaest introduit il ya plus de 200 ans (Persoon, L7@est un
champignon tellurique et cosmopolite, remarquallesa croissance rapide et sa résistance aux
produits chimiques nocifs.

Trichoderma est un champignon asexué. Les conidiospores e la phase
dominante de la multiplication. Dans des conditiappropriées, les spores germent, donne un
myceélium, constitue des hyphes ramifier, nouvellasidiospores sont formés dans des phialides
(Rifai, 2004).

Les especes deTrichodermapeuvent se développer sous un éventail des consliti
environnementales. Elles sont Influencées par dearamétres abiotiques, dont le plus
importants la température, I’humidité et le pH al @anielson et Davey, 1973., Tronsmo et
Dennis, 1978., Domsclet al., 1980 in Hohmann, 2010).

Selon l'espece, la croissance myceélienne est gimmux températures comprises
entre 0 a 40°C. Le point thermique de mortalitésdensol est de 49°c & 55°C pendant 30
minutes. Le pH doit étre compris entrel.5 et 9,tderpH optimum est de 4,5 a 5,5 (Meriem,
2010). L’humidité de sol peut étre un facteur tant pour la plupart des espéces de
Trichoderma La croissance dérichodermaa été observée au potentiel de I'eau de sol bassi
que 7 MPa (courtisezt al,2006 ; Hohmann, 2010).
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S h after
culrtivation in
growth media -
Germination

948 h -

Constitution of
reproduction
organits :

Coniophores

26 h:
Conidiogénése

Figure 02 : Cyclebiologique deTrichodermap (Rifai, 2004).

5. Chimie deTrichoderma
5.1. Productionde métabolitesintéressants

La mise erévidence de la production s métabolites secondaires fTrichodermasp a
été rapportée pour la premiere fois par Weidlir@3d), concernant un antifongique (Papavi
1985). Depuis, les études successives ont démguér€es micromycétes étaient voses dans
la biosynthése de métabolites secondaires (Vizscainal., 2005), processus régi par
interactions biochimiques extrémement complexgsadtitement coordonnées (Vining, 19!
La littérature ne citgue les métabolites importies deTrichodermaspguesont principalement
des enzymes et des molécules bioactives. Le trdeaihese de Landreau (2001) ayant prés
une synthese bibliographique sur ces groupes ddupso nous ne les cns ici que trés

succinctement :

5.1.1. Production d'enzymes

La production des enzymes est variable d'une so@chautre. Principalement I
xylanases ou les cellulases (Sandgren et al., 208&ploités dans divers domail
biotechnologiques (Kubicek et al., 2(; Mastaph, 2006 ; Meriem, 2010).
5.1.2. Rappelur les mycotoxine

Les mycotoxines sont des molécules de structurewniaghes tres diversesssues du
métabolisme secondaie la plupart des champignons (méme en cultureitio)y souven:

excrétés dans le milieu environnant (Frisvad, 1996min & Fang, 2000 ; Miller, 200C
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Leur production dépend des conditions environneatestrégissant des facteurs intrinséques et
extrinseéques (composition des substrats naturelmpdrature, pH, taux d:Oet de CQ,
compétitivité microbienne...) (Frisvad et Samsom,1)99

Certaines mycotoxines jouent le rble de signaueritgs pour la différentiation cellulaire (ex. la
sporulation) (Vining, 1990), mais elles sont plamarquées pour leur bio activité. Plus de 40%
de ces toxines fongiques induisent de puissantaoatbreux effets biologiques aigus ou
chroniques. Certaines sont cancerigenes (ex.oclimag), mutagenes (ex. aflatoxines),
hémorragiques, dermotoxiques (ex.trichotécenes)rotaxiques (ex. parixilline), cytotoxiques
ou antimicrobiennes.

Dans certaines conditions, leur production est giMei pour I'existence des organismes
producteurs, inhibant le métabolisme primaire d&sutespéces compétitives et antagonistes
(animales, végétales ou microbiennes) dans leusyéteme afin d'y conforter leur présence
(Frisvad, 1990 ; Demain & Fang, 2000; Miller, 200@ustapha, 2006).

6. Mode d’action deTrichoderma

Les capacités antagoniques de l'espaiehodermaont été découvertes il y a 70 ans
(Weindling, 1932 in Bandyopadhyayl et Cardwel, 200Bes propriétés antagonistes du
Trichodermaont été mentionnées pour la premiere fois parl&muih en 1887 (cité dans Lamy
Krafft et Roquebert 1981). Ce n'est toutefois qu'8Al que Dennis et Webster ont pu élucider
les difféerents mécanismes d'action de ce champigntegoniste qui incluent principalement le
mycoparasitisme, I'antibiose et la compétition gesrnutriments et I'espace (Dennis et Webster
1971a, b, c¢). (Mouria et al, 2007)

6.2.1. Mycoparasitisme ddrichoderma

Le mécanisme primaire de l'antagonisme Taehodermaest le mycoparasitisme.
L'activité lytique est le dispositif principale pgmsable de I'expression du mycoparasitisme
contre plusieurs microbes pathogenes fongiqueset(Q987 in Bandyopadhyayl et Cardes,
2003).

Mycoparasitisme décrit le type d’interactions biophique dans aux dépens lesquelles
les organisations bénéficient des mycetes (Druahijret al 2011 inAtanasova, 2013). Dans un
large sens cette propriété est la plupart préitérez la famille fongiquelypocreaceage et la
capacité de contrarier, parasitent ou méme tuentildres champignons (hyperparasitisme,
mycotrophigue ou necrotrophique) (Atanasova, 2013).
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Le processus complexe du mycoparasitisme se conde plusieurs événements,
compris lidatification du centre serveuattaque et pénétration et massacre suivani
Trichodermaceci pendantle processus sécrete CWDEs qui hydrolysent muetieles du
myceéte de centre serveur, libérant plus tard olgy@® du mur de cellules I'agent pathogene
(Kubicek et al., 2001; Howell 2003; Woo et al., 8D On le croit celd richodermi sécréte les
enzymes hydrolytiques a un constitutif niveled&tiectez la présence d'un autre mycete [
sensation les molécules ont libéré du centre ur par enzymatique dégradati(Harman et

al., 2004; Lorito et al., 2006; Wcet Lorito, 2007—Fig. 3).
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Figure 03 Prémettez en contact les événements du ite mycoparasitique de cen

serveur —ddrichodermad'interaction.

Le déploiement des modes d’actions varie égalesenn les partenaires en prése
et les conditions physicchimiques du milieu (températures, humidité, etc.Trichoderma
est efficace lorsqu’on lui permet de s’installeratvI’'arrivée des champignc pathogénes.
Son action est donc préventive. Il permet, au nivdas racines, de créer un manc
protecteur autour de celles-et ainsi contrer I'entrée des agents pathogankstérieur des
racines pulvérisation aérienne. Une fois instalTrichodermapeut avoir un effet stimulal
pour la plante en absence de champignons pathag@ledsmnne Caron., 2002 in Merie
2010).

Le raisonnement de contrble des agents biologiquaeabogenes des plantes
mycoparasites (hyperparasites) remonte a Wein Il a découvert qué&richoderma lignorur
serait parasiter un certain nombre de champign@msmises par le sol dans la culture
suggéré le contrble de certains champignons patiesgen augmentant le sol avec
abondance de cette mycoparasite. Demmentaires exhaustive sur le sujet ont été pu
dans la pate montrant la production de chitinasisgmles parois des cellules de mycéliurr
champignons phytopathogénes comme une cause majedtactivité biologique(Mérillon,
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2012).

Exemple deT.viridemycoparasite des différentes agents pathogéAesnomucor
elegans, Armillaria mellea, Athelia rolfsii, Cacbliolus sativus, Circinella muscae, Fusarium
oxysporium, , Gaeumannomyces graminis, Lentinuslesjo, Mucor plumbeus, Phaeolus
schweinitzii, Phytophtora parasitica, Phytophtoraraphtora, Pythium sp, Phycomyces nitens,
, Rhizopus orysae, Rhizoctonia solarfDomsch., 1993 in Meriem, 2010).

6.2.2 Antibiotiques
Dans le cas d'un mode daction par antibiose, dioiggne antagoniste produit des
métabolites secondaires toxiques pour l'ageathqméne cible. Ces métabolites produits a
faibles concentrations peuvent inhiber la germamgtila croissance mycélienne et/ou la
sporulation des agents pathogenes (Montesinals, e2009). L’antibiose est le mode d'action le
plus étudié chez les agents de protection biolagidacobsen, 2006). Haas et Kell (2003) ont
décrit les conditions de production optimale dea®aposés in vitro ( Sakhr , 2009).
lls de ce fait, non seulement antibiotiques padsi{pour exemple les peptaibols) mais
également mycotoxines et plus que 100 métabalites I'activité antibiotique comprenant des
polyketides, les pyrones, terpénes, métabolitesd@nivé d’acides aming, et polypeptides
(Sivasithamparam et Ghisalberti 1998 in Schugt&chmoll, 2010). Ils ont été classifieés par
Ghisalberti et Sivasithamparam (1991) dans traiégories:
1. antibiotiques volatil, c.-a-d. 6-pentyl-a- pyrorPP) et les la plupart de dérivés
d'isocyanide;
2. composés hydrosolubles, c.-a-d. Acide heptelidmuacide koningique;
3. peptaibols, qui sont les oligopeptides linéaireslde-22 acides aminés riches
dedans a — acide aminoisobutyrique, N-acétylé thelX-terminus et contenant
un alcool aminé (Pheol ou Trpol) au C-terminus (D®an et autres,
1986Rebuffat et al., 1989 in Vinale et al., 2008).

| 2

Figure 04 : Inhibition de croissance dé&ythium ultimum par [l'antibiotique 6PP de

Trichoderma harzianurfVinale et al, 2008).
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L’antibiose qui repose sur ces composés est unecdegposantes d’'un ensemble
complexe de mécanismes dont la combinaison déterhafiicacité du biopesticide. Ainsi, des
effets de synergie inhibant la germination et/adlohgation des hyphes de différents agents
phytopathogénes ont été observés entre enzymeagudytet antibiotiques produits pdr.
harzianumlLa séquence de formation et d’action d’antibiotigtales enzymes lytique produits
par une souche d& harzianumparasitantB.cinereaété étudiée en microscopie électronique.
Une invagination du plasmalemme et une désorgamisdu cytoplasme dB. cinereaont été
ouvrées 12 heures aprés le contact entre les dempmgnons, aboutissant a la mort cellulaire
36 heures plus tard. Par contre, la préparatioi.darzianumdans les cellules dB. cinerea
dues a des pressions mécaniques et des digestsrisdalisées des parois du pathogenes, n’'est
observable que trois jours apres le contact eagreléux especes, la dégradation de la chitine de
B.cinerea n’étant clairement observée que 7 jours plus tdrdction des antibiotiques
produitsparT. harzianummentant & la mort cellulaire @ cinereaprécéde donc la dégradation
des parois de celui-ci (lepoivre, 2003).

6.2.3. Compétition entreTrichodermaet agents pathogenes

La compétition qui se manifeste par I'aptitude Thchodermaa utiliser les mémes
ressources du milieu (aires d’alimentation, sites dEveloppement) que les champignons
pathogenes maisrichodermaemploie ce mode d’action surtout pour occuper iegsxl avant
I'arrivée des indésirables (Meriem, 2010).

Selon Hanhong, (2011), Les espece3dehodermaont une capacité supérieure a tolérer
de nombreux composés toxigques. La compétition fesunutriments limité saboutit parfois a la
famine d'autres microbes, provoquant la lutte Ilgigjoe contre les agents pathogénes des
plantes. Par exemple, l'absorption du fer est ¢éisflena la survie dans la plupart des
champignons filamenteux. Quand le fer ne suffit, pagplupart des champignons produisent a
faible poids moléculaire chélateurs spécifiqueddae en fer appelés sidérophores de mobiliser
fer de I'environnement. Certaifigsichodermaisole produire efficacement siderophores, qui se
traduisent par l'arrét de la croissance chez lesmpignons concurrents. Cela indique
I'importance de la composition du solen termesigigodiibilité de fer

Par exemplel,la concurrence se produit entre Te harzianumT35 et Fusarium
oxysporumpour la colonisation de rhizosphére et nutritiki concurrence devient plus
agressive quand diminution 63 d'éléments nutrddssol. Les espéces @lachodermaont a
mécanisme puissant pour mobiliser et acquérir ewats de sol en obtenant le triphosphate
d'adénosine du métabolisme de différents sucnesneola cellulose, le glucane et la chitine I
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y a plusieurs clé composants pour le métabolismegldeose comprenant l'assimilation
enzymes, permeéases, protéines impliquées dans tabraee et modifications de mur de
cellules aussi bien que le transport de glucos&sye (Hanhong, 2011).

Exemple2 : La compétitiorpour les éléments nutritifs entierichodermaet Pythium
ultimum (agent responsable de fonte de semis chez de eosdw céréales et plantes
maraichéres), a été suggérée par I'observationedagionisation rapide par I'agent de lutte
biologique corrélée avec la diminution des sympt§nmais d’autres mécanismes existence.
Ainsi, certains isolats dérichodermasont capables de métabolisme rapidement les exsdéat
graines, diminuant concomitamment la germinatios gporanges deythium ce processus
n'est pendant pas suffisant, les souchedritthodermadevant coloniser rapidement et a forte

densité I'extrémité des racines, qui représenstéed’infection dePythiun{lepoivre, 2003).

7. Applications desTrichodermadans la lutte contre les phytopathogénes :

Des résultats encourageants ont été obtenus as deurecherches de lutte biologique
contre les pathogenes cryptogamiques du sol &el'dalrichodermaspp. L'action positive de
ces antagonistes a été étudiée sur les champighRosarium moniliforme, Rhizoctonia solagti
Pythium ultimurh responsables de la fonte des semis, de la pa@rdes racines et de la
pourriture précoce de la tige du mais et du sor§ho fraisier, les traitements avédchoderma
spp. Se sont réevélés tres satisfaisants contrati@gues d@otrytis cinereasur fruits ainsi que
contre le pied-noir d’été apres repiquage. En d¢egucerne la fusariose et la verticilliose de la
tomate, excellents résultats ont été obtenus poréduction des maladies et 'augmentation des
rendements. Les travaux pour combattre la poueritlr collet de la laitueSglerotinia minoy
ont également donné de bons résultats. Les passshile transposition dans la pratique de ces
résultats, obtenus généralement en conditions cilation artificielle, sont étudiées (D'ercole et
al., 2008).

Les Trichodermaprésentent une activité antagoniste et d'hyperjiaras a I'égard d'un
grand nombre de microorganismes (particulierementx cdu sol), et sont utilisés en lutte
biologique a I'égard de diverses maladies surréiffis cultures (voire I'annexe tableau3) (Chet,
1987). lls peuvent jouer également un role danisifation des mécanismes de défense de la
plante (Shigo et al., 1977). Selon Hunt et al.0@0I'application ddrichodermasur les plaies
de taille réduit fortement la colonisation du bper Eutypalata (-85%). De méme, Di Marco
(2003) montrent que I'application d'une souchd&iiehoderma harzianuraur les plaies de taille

empéche le développement dRhaeomoniella chlamydospordde nombreux travaux ont
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démontré que le3richodermaont un potentiel de lutte intéressant contre diagents. Leur
commercialisation a favorisé leur utilisation emiagture.

L’effet antagoniste délrichoderma harzianunse manifeste par un enroulement des
hyphes autour des filaments du champignon pathodg&easuit une lyse grace a la production
d’enzymes, telles que la 3-1,3-glucanase et lanalsié (Berber et al, 2009). Quelques efforts ont
été faits pour lutter biologiquement contre l'infec des grains et les cultivars de pois chiche.
Padwik, (1941) cité par (AkhtarAyyub, 2001) suggergque les especes de
Trichoderma&ppossédent une activité antagoniste tres élevévis du FOC. Les travaux meneés
par Zaim, (2007) sur le contréle biologique par ikslats deTrichoderma spont démontré
I'efficacité de cet agent biologique sur le dévplpent du FOC avec une réduction de 76.67%
de l'intensité de la maladie.

Kaur, (1992) a mentionné que l'application Techoderma harzianunavec des fongicides
réduit la fréquence de la maladie jusqu'a 63.3%ae@dant, la maladie a été réduite a 29.9%
apres l'utilisation des fongicides uniquement.

Gupta, (2006) a prouvé l'efficacité dleichoderma virideacontre le complexe du flétrissement,
et en particulier sur le FOC, il diminue l'incidende la maladie jusqu'a 83%. Les champignons
du genreTrichodermasont généralement utilisés comme produit de base g® nombreuses
préparations phytosanitaires, destinées au traiterdes maladies cryptogamiques. Ainsi, le
brevet FR 2 841 436 décrit une composition de macganismes utilisée pour combattre
certaines maladies cryptogamiques touchant la yi¢glees que l'esca ou l'eutypiose. Cette
composition est constituée d'un mélange d'une tectd'une levure et d'un champignon,
notamment une souche @achoderma Le brevet FR 2 8694 832 décrit une souche pdigieu

de Trichoderma harzaniuntonstituant la base d'un produit phytosanitairetiogsa la lutte

biologique de maladies cryptogamiques du bois deeyitelles que I'esca ou l'eutypiose.

Tableau Il : Applications degrichodermadans la lutte contre les phytopathogéenes

Agent de lutte Agent pathogene Culture Référence
concerné
T. harzianum Colletotrichum Haricot Mhamdi, 2011

Botrytis cinerea

Trichoderma viride- Fusarium avenaceum Luzerne Mhamdi,2011

Sinorhizobium meliloti

Trichoderma Pathogénes du sol Le sol des Akram, 2008
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harzianum

serres,
Pépiniéres,

gazon, jardins

d"amateur
T stilbohypoxyli. et T | Capsici de Phytophthora| Jeunes plantes Hanhong2011
theobromicola de poivre
T asperellum . Fusarium oxysporum | Pomme de terre Ommati et
73% Zaker, 2012
T. atroviride Fusarium oxysporurfsp Pois chiche | Souéad, 2008
T. harzianum Ciceris (Cicer
arietinum)
T. viride Botrytis La laitue 1952, Wood in
Cinerea Meriem, 2010
T.harizanum Macrophomina De jeune plante Asran-Amal et

phaseolina, solani de

fusarium et Rhizoctonia

de coton

al. 2010

solani

T.harzianum + F.oxysporurfisp Lafusariosedes Hibar, 2007

B. thuringiensis racinegt

95% ducolletdelatom
ate
T. virens Rhizoctonia Cotton Hanson;
Solani Howell, 2000
Trichoderma gamsii Rhizoctonia solani Champ de Anees et al,

betterave a sucr

2010

T. harzianum

Phytophthora

capsici

Poivre

Ahmed, 2000

T. harzianum

Xanthomonas
oryzaepv.
oryzae

Magnaporthe

Riz

Harman, 2006

T. harzianum

Graminicola

colletotrichum

Mais

Harman, 2006
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T. harzianum Alternaria solani Tomate Seaman, 2003
T. harzianum Colletotrichum Haricot Bigirimana, J. et
Botrytis cinerea al, 1997 in
l[indemuthianum Harman, 2004
T. harzianum B. cinerea Poivre,
Tabac,
Laitue,
Haricot
T. harzianum virus de mosaique Concombre | Lo et al, 2000
T.virens Vert-marbrure
Trichoderma phaseolinade Fraise Rosskopf, 2011
Macrophomina
Trichoderma harzianum| Fusarium de culmorum Ble Campbell, 2003
Trichoderma viride Fusarium oxysporum f. sp. Soja Rojan et al,
adzukiet Pythium 2010
arrhenomanes
botrytis cinerea Kiwi Pratella and
Trichoderma viride. Fraise Mari, 1939
T.harsianum G.graminis var. tritici, Blé Karlovsky 2008
T.spirale, T.virens , Phytophthora palmivora| cabosses de | Mpika, 2009

T.asperellum et

T.harzianum

cacaoyer
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1. Histoire et développement de la lutte biologique

La premiere étude scientifique qui amorca le d@tlement de la lutte biologique
moderne est due a I'entomologiste américain C.idyRUne cochenillelceryapur chasi fut
introduite accidentellement d'Australie en 1868sddes vergers d'agrumes de Californie. Riley,
convaincu que l'innocuité de cette cochenille darspays d'origine était due a des antagonistes,
dont la coccinelldovius cardinalisElevé en masse, cet auxiliaire fut distribué agiculteurs ;
le résultat fut spectaculaire car, en moins de @msx les effectifs de la cochenille furent amenés
en un seuil de nuisibilité économiquement accept@ldurdheuil et al, 2002).

Les premiéres tentatives de lutte biologigue medaéss les années 1980 étaient
concentrées sur I'évaluation d’'un champignon paheg@Phragmidium violaceunqui provient
d’Europe et provoque une rouille sur cette dernj@raor et al., 1998., Bruzzese et Lane, 1996).

La naissance de lidée fondamentale de l'utilisatae I'inoculum microbien dans le
contrdle biologique remonte a plus d’'une soixamat@nnée (Taou, 1996).

Au début du XX siécle, quasi simultanément en phytopathologieerbmologie,
I'appellation lutte biologique fut proposée pousigmer toute méthode phytosanitaire mettant en
ceuvre des organismes vivants.

En 1926 I'étude de Weindling met en évidence quehéanpignonTrichoderma lignorum
parasitait d’autres champignons du sol (Le poi26£3).

En 1963 Risbeth a utilisé pour le biocontrdle denkdadie pourridié des résineux, causee
par fomesannosug,agent cryptogamiqué&eniophora gigantegReddy, 1991). Ce champignon
est I'un des premiers agents de lutte biologiqueagété commercialisé. Son utilisation reste
courante jusqu’a présent (Toau, 1996). Il a éfgrdenier succes pratique de la lutte biologique au
sens strict (Corbaz, 1990). A partir de cette pirjadle nombreux chercheurs ont orienté leurs
travaux vers [utilisation d'antagonistes microlsencontre d'autres microorganismes
phytopathogenes (Taou, 1996). D'apres CampbellD3R0es trois phases principales dans
I'histoire du contrdle biologique sont : l'utiligat préhistorique et traditionnelle de la cultute e
de manipulation qui peut mener pour commander eamabyens biologiques. Deuxiemement, la
croissance reguliere de l'information pendant @mvB0 années du siecle précédant, ce qui dans
les derniéres 20 ans a considérablement accrwleime. Troisiemement, la est la situation
actuelle de la recherche étendue dans beaucouprdespdemandés (beaucoup de différentes
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maladies étant étudiés) qui est pour la premiérelgs niveaux raisonnables du placement du

gouvernement agences de recherches et des irténétserciaux.

2. Définition et objectifs de la lutte biologique

Il existe de nombreuses définitions de la luttddgmue mais nous en tiendrons a une
définition générale celle proposée par Van DriessthiBellows (1996) : « La lutte biologique est
un processus agissant au niveau des populatiopardequel la densité de population d'une
espece est abaissée par I'effet d'une autre egpeagit par prédation, parasitisme, pathogénécité
ou compeétition ». La lutte biologique est doncilisdtion d'organismes vivants dans le but de
limiter la pollulation et/ou la nocivité des diveesinemis des cultures « rongeurs, insectes,
nématodes, maladies des plantes et mauvaises hefd@scent et Coderre, 1992; Eilenberg et
al., 2001., Jourdheuil et al., 2002).

Selon I'OILB : utilisation d'organismes vivantsopesticides, qui désigne aussi bien des
organismes vivants que des substances inerteggiderbiologique, ou encore des produits
phytosanitaires dits« biocompatibles », substanaeSves vivantes ou inertes d'origine
biologiqgue ou non, qui peuvent étre employées dte lintégrée) (parasitoides, prédateurs,
pathogénes, antagonistes ou compétiteurs) pouemiréau réduire les dégats causés aux cultures
par des ravageurs ou des maladies (Schiffers etwyight, 2011).

3. Importance de la lutte biologique
La lutte biologique est née d’'un certain échecadkitte chimique, essentiellement di a de
nombreux abus, a la présence des résidus qu'a bsen@e de vue globale des différents
problemes ; en particulier I'impact sur I'enviromment. Les traitements chimiques deviennent
dans certains cas insupportables sur le plan édgueniCorbaz, 1990). Pour ces raisons la lutte
biologique est une alternative viable de la luttereque (kouassi, 2001)
Selon Lefort (2010), la lutte biologique présendadcoup d’avantage:
v' Exposition fortement réduite de cultivateurs et gessonnels de jet aux pesticides
toxiques.
v" Manque l'effet toxique sur les plantes et aucurri@ment prématuré des fruits et des
fleurs et augmentations de rendement.

v La lutte biologique est permanente.
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<\

La lutte biologique est appréciée par le grand ipudlcause de ca sécurité et sa
réussite.

Faible risque de la nourriture, de I'eau et dedéupion environnementale.
Contribution a la production acceptable de noumitu

Contribution a la production ou méme a la biodiitérs

Aucun résidu de pesticide sur la nourriture.

Efficace.

Permet de diminuer les risques d’apparition destésces aux produits chimiques.

Plus grande spécificité d’action.

N N N N N R

Faible co(t de développement.

Les microorganismes destinés aux bio-controles eshbiétre considérés a la biologie
plutét que chimique (Bellows et Fisher, 1999). Rluss recherches ont essayé des traitements
chimiques ; les résultats quelquefois positifs peemettent cependant pas leur utilisation en

raison des divers inconvénients (Ousalah, 2008); &nnexe tableau | ; 11).

4. Principes de technique de lutte biologique
Selon Toua, (1996), les techniques de lutte biglegyfont appel a deux principes :
* La réduction de l'inoculum infectieux pendant laapl de conservation ou de survie du
pathogene et / ou l'interférence avec le procedsnfection de la plante hote.
 Le contréle biologique des agents pathogénes exen détruisant l'inoculum

infectieux, en I'inactivant ou réduisant sa viruen

4.1. Etapes du développement de la lutte biologique

Les étapes nécessaires pour passer d'un phénonadmelnd’antagonisme entre deux
microorganismes a un biopesticide opérationneit sombreuses (voire I'annexe figurel); elles
doivent étre considérées globalement, chacuneed'@tant essentielle et complémentaire des
autres. Ce processus de développement est confiodés exigences biologiques, techniques,
eéconomiques et réglementaires imposees par lindusutilisateur, le consommateur et les
instances officielles d’homologation des produhgtpsanitaires (Le poivre, 2003).

D’aprés Lefort, (2010), les étapes de développemdhin organisme de lutte

microbiologique sont les suivantes :
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« Identifier un microorganisme antagoniste d’urhpgene/ravageur ou plante adventice.

* Sélectionner des souches efficaces et consenva¢ida variabilité.

» Connaitre I'écologie de I'antagoniste, ses matlastion et sa relation envers la cible.

 Réaliser les études toxicologiques.

* Mettre au point la technique de production (femtears) et de formulation (substances
porteuses).

* Intégrer a d’autres techniques de lutte.

* Réaliser des essais multi locaux.

* Elaborer le dossier d’homologation en vue deolamercialisation.

4.2. Isolement et sélection des agents de lutte logique
L’isolement et la sélection d’un agent de lutteldgique sont les deux premiéres étapes qui
conditionnent la réussite des phases ultérieuredédeloppement d’'un biopesticide. Il s’agit
d’identifier des souches microbiennes qui rena@ritdes critéres qui doivent satisfaire un
organisme de lutte biologique (Lepoivre, 2003., iBgr 2005). D’apres Lepoivre, (2003), la
connaissance des caractéristiques de la microfisemciée a l'organe a protéger permet la
sélection antagoniste adaptée aux sites d'apmitagt compétitifs vis-a-vis des autres
microorganismes naturellement présents sur la@ld®ts populations microbiennes saprophytes
colonisant les plantes, ainsi que leurs écologiestent encore mal connues. Cette lacune se
comble progressivement grace au développement awmitpies moléculaires qui permettent
d’évaluer la dynamique des populations présentdatsarface des plantes ou organes végétaux
(Lepoivre, 2003).
Une collection de souches microbiennes doit étrestitmée afin d’entamer la sélection des
antagonistes les plus efficaces.
La meilleure période d’isolement des antagonistesrgiels dépend souvent du pathogene a
combattre et de I'étape du cycle infectieux visé goivre, 2003).
Selon Lepoivre, (2003), les Criteres de sélectiem agents de lutte biologique sont :
= Stabilité génétique
= Efficacités a faible concentration
» Faible exigence nutritionnelle
= Capacité de survie et d’adaptation aux différenteglitions environnementales

= Efficacités sur un grand nombre de pathogéneshétes
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» Production aisée et peu colteuse (production esghas
= Préparation facile efficace de I'inoculum (prodoitmul€)
= Absence de production de métabolites secondairéguies
= (Toxicologie, éco-toxicologie)

» Résistance aux pesticides

= Compatibilité avec d’autres traitements

= Non pathogeénicité pour ’lhomme et éco-toxicologpeeptable.

5. Ecologie des agents de lutte biologique

Le développement et la dispersion des microorgasssont influencés par différents
facteurs environnementaux. Il s’agit principalemees conditions climatiques (température,
humidité relative, pluie, rayonnement,...), des élémenutritifs (sucres, acides aminés, cires,
pollen, miellat de puceron,...), du cultivar de largk-hote, des autres organismes occupant le
méme site ou encore la présence de pesticidespattrde tous ces facteurs ne peut étre étudié
gue si I'on se dote d'outils de tracage des agdmisitte biologique permettant de les identifier et
guantifier dans I'environnement (sol, phyllosphé&hgzosphére, eaux) ou ils ont été introduits. Le
tracage permet d'estimer l'adaptation et la surde l'antagoniste parmi la microflore
naturellement présente et d’évaluer [efficacités deifférentes formulations et meéthodes
d’application de I'antagoniste en relation avecpsasistance dans I'environnement. Outre son
apport dans les connaissances de I'écologie dertade lutte biologique, le tracage constitue
une exigence des procédures d’homologation etggalement avoir comme objectif d'identifier
la souche d'intérét afin de protéger la loi de smmercialisation. Les méthodes de tracage
s’appuient sur les techniques biologiques convangties et les techniques moléculaires
(Lepoivre, 2003).

6. Production et formulation

Lorsque le nombre de souches candidates est suffisat réduit, les propriétés
technologiques des microorganismes (principaleriaptitude a la production en masse et a la
formulation doivent étre évaluées a leur tour.

La production et la formulation doivent aboutir & produit qui posséde plusieurs
caractéristiques essentielles : stabilité pendastdckage, facilité de préparation et d’applicatio
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avec le matériel standard dont dispose l'agricujtaao(t de revient compatible avec les

exigences de rentabilité du producteur de la prduae la souche et de la filiere de production.
Les prix de revient de la production et de la folatian d’'un biopesticide inclus le codt du

milieu culture et des adjuvants de formulation,shique celui de I'énergie nécessaire a la

conduite de culture et au séchage de celle-ci (kepa2003).






